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Abstract 



The invention describes a method and its use for producing complex multienzymatical, storage resistant 
reaction mixtures for synthesising, modifying or analysing polypeptides and optionally nucleic acids 
characterised in that native or artificial enzymatical, active protein mixtures with reaction buffers, cofactors 
and substrates are prepared so that they are ready for use and are storage resistant such that only user- 
specific key components (e.g. mRNS) are missing to start the desired enzymatical reaction (s). In the 
method a stabiliser is added to the reaction mixtures in the solution which, on the one hand, increases the 
reacting capacity of the multienzymatical systems and, on the other hand, protects the unstable reaction 
components from losing their biological activity or their biologically active structure whilst being made 
storage resistant and during storage. The reaction mixture is made storage resistant by being easily freeze 
dried under a vacuum and then durably stored at 4-10 DEG C (refrigerator temperature). Before use the 
user has to simply reconstitute the ready prepared reaction mixture by adding the original volume of H20 
and start the desired enzymatical reaction(s) by adding the user-specific component(s). 
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(54) Title: METHOD FOR PRODUCING COMPLEX MULTIENZYMATICAL, STORAGE RESISTANT REACTION MIXTURES 
AND USE THEREOF 

(54) Bezekhnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG KOMPLEXER MULTIENZYMATI5CHER LAGERSTABILER REAKTION- 
S GEM IS CHE UND DEREN VERWENDUNG 

(57) Abstract 

The invention describes a method and its use for producing complex multienzymatical, storage resistant reaction mixtures for 
synthesising, modifying or analysing polypeptides and optionally nucleic acids characterised in that native or artificial enzymatical, active 
protein mixtures with reaction buffers, cofactors and substrates are prepared so that they are ready for use and are storage resistant such 
that only iiser-specific key components (e.g. mRNS) are rhissihg to start the desired enzymatical reaction (s). In the method a stabiliser is 
added to the reaction mixtures in the solution which, on the one hand, Increases the reacting capacity of the multienzymatical systems and, 
on the other hand, protects the unstable reaction components from losing their biological activity or their biologically active structure whilst 
being made storage resistant and during storage. The reaction mixture is made storage resistant by being easily freeze dried under a vacuum 
and then durably stored at 4-10 *C (refrigerator temperature). Before use the user has to simply reconstitute the ready prepared reaction 
mixture by adding the original volume of H2O and start the desired enzymatical rcaction(s) by adding the user-specific components). 

(57) Zusanunenfassung 

Es wird ein Verfahren und dessen Verwendung beschxieben zur Herstellung komplexer muitienzymatischer lageistabiler Reaktions- 
gemische for die Synthase, Modifizierung oder Analyse von Polypeptiden und gegebenenfalls Nukkinsauren, das dadurch gekennzeichnet 
ist, daB a) native oder artifizielte emymatisch aktive Proteingeroische mit Reaktionspuffem, Kofaktoren und Substraten anwendungsfertig 
lagerstabil aufbereitet werden, wobei lediglich anwendeispezifische SchlQsselkomponenten (z-B. mRNS) ftlr den Start der gewunschten 
enzymatischen Rcaktion(en) fehlen, indem den Reaktionsgemischen in Losung em Stabilisienmgsmittel beigemengt wird, welches einer- 
seiti die Reaktionsflhigkeit des multienzymatischen Systems erhbht und andererseits die instabflen Reaktionskomponenten vor dem Verlust 
ihrer biotogischen AktivitAt bzw. ihrer biologisch aktiven Struktur wahrend der Lagerstabil machung und Lagerung schQtzt; b) die Reak- 
tionsgemische durch einfacne Gefriertrockjiung unter Vakuum lagerstabil gemacht werden und dano bei 4-10 *C (Kuhlschrankiempcratur) 
dauerhafi gelagcrt werden konnen; c) der Anwendcr die anwendungsfertigen Reaktionsgemische vor dem Gcbrauch lediglich durch die 
Zugabe des Unprungvolumens H 2 0 rekonitiruiert und die gewunschten enzymatischen Reaktioo(en) durch die Zugabe des oder der amen- 
de rspezifischen Schlusselkomponenten starlet. 
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Verfahren zur Herstellung konpUxer multienzymatischer lager- 
Btabiler Reaktionsgemische und deren Verwendung 



Be s chre ibung : 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung 
komplexer multienzymatischer stabilisierter Reaktionsgemische 
aus nativen und gegebenenf alls artif iziellen enzymatisch 
aktiven Proteingemischen, die anwendungsf ertig komplettiert 
sind und ohne Aktivitatsverlust bei Kuhlschranktemperatur (0°- 
10°C) gelagert und transportiert werden konnen, sowie deren 
Verwendung fur die Syn these, Modif izierung oder Analyse von 
Polypeptiden und Nukleinsauren . 



Die Verwendung von komplexen Reakt ionssystemen aus 
Zellextrakten oder Enzymgemischen zur Untersuchung 
biochemischer Reaktionsablauf e spielt eine immer wichtigere 
Rolle in der modernen Biologie und zunehmend auch in der 
medizinischen Diagnostik. 

Probleme der Synthese, Faltung, der postranslationalen Reifung 
und des intrazellularen Targetings von Proteinen werden seit 
langem mit Hilfe von zellfreien Extrakten oder Lysaten 
untersucht, die den kompletten ribosomalen Apparat far die 
Proteinbiosynthese enthalten. Neben Anwendungen aus der 
Grundlagenforschung gewinnen mul tienzymat ische 

Reaktionsgemische far die zellfreie Proteinbiosynthese {in- 
vitro Translation) zunehmend Bedeutung filr die Losung 
praparativ-synthetischer Zielstellungen . Die in-vitro 
Translation wurde aufterdem zur Synthese von Proteinteils tucken 
zur Kartierung von immunodominaten Epitopen, katalyt ischen 
Zentren oder Subs tratbindungstel len eingesetzt. Seit der 
Einfuhrung des sogenannten Protein-Truncation-Assay (PTU) zur 
Detektion von relevanten Genmutat ionen besteht ein wachsender 
Bedarf in der Tumordiagnos t ik an einfach zu handhabenen, 



W ° 98/02532 FCT/DKMH*. 

standardisierten und anwendungf ertigen Reakt ionsgemischen fur 
die in-vitro Translation von synthetischer , uber RT-PCR 
hergestellte, mRNS . 

Auch bei anderen analyt isch-molekularbiologischen Methoden, wie 
der Polymerasekettenreaktion (PCR) , der DNS-Sequenzierung und 
in-vitro RNS-Synthese (in-vitro Transkript ion} zeichnet sich 
ein Trend ab, klassische Einzelenzymassays durch 
multienztymatische Reaktionssysteme zu ersetzen. Die 
Kombination von mehreren Enzymen und Kofaktoren mit 
spezialisierten Funktionen erhoht die Prozessivitat und 
veringert die Mutationsrate von DNS- und RNS-Polymerasen in- 
vitro. Im Ergebnis konnen wesentlich langere DNS-Fragmente (>10 
kb) amplifiziert werden als mit nur einem Enzym. Die 
Synthesegenauigkeit und Produktausbeute sind hdher, die 
Fehlsynthese unspezif ischer Nebenprodukte wird besser 
unterdriickt. Zu den Enzymen und Proteinf aktoren , die in der PCR 
als multienzymatisches Reaktionssystem kombiniert werden, 
gehoren inorganische Pyrophosphatase, DNS-Bindungsproteine, 
Polymerase-spezif ische Antikorper und DMA Polymerasen mit 
verschiedenen Exonukleaseaktivitaten . 

Beim gegenwartigen Stand der Technik ist die Anwendung 
multienzymatischer Reaktionsgemische mit einer Reihe von 
Nachteilen beziiglich Handhabung, Reproduzierbarkei t und 
Lagerstabili tat verbunden, welche die die Nutzung von 
multienzyinatischen Reaktionsgemischen fur die Protein- und DNS- 
Synthese in der angewandten Forschung und Diagnostik verzogern. 

Der entscheidende Nachteil von multienzymatischen 
Reaktionssystemen gegenuber Einzelenzymassays besteht in der 
komlipizierten Handhabung und der eingeschrankten bzw. nicht 
vorhandenen Lagerstabili tat . Komplette Reaktionsgemische mit 
alien Enzymen, Substraten und Kofaktoren sind als waftrige 
Losungen weder bei Raumtemperatur noch im gefrorenen Zustand 
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iiber langere Zeit stabil. Das ergibt sich aus der Tatsache, daS 
die Bedingungen (pH-Wert, lonens tarke , Konzentrat ionen der 
Enzyme und des Stabi lisierungsmi ttels , Art der Salze) , die 
optimal fur die Durchf uhrung der biochemischen Reaktion sind, 
von denen abweichen, die fur die Konservierung und dauerhafte 
Stabilisierung der Enzymkomponenten und Kofaktoren notwendig 
sind (Franks, F. (1989) Process Biochem. 24 (1), R3-R7). 
Bei mul tien2ymatischen Reakt ionsgemischen kommt das Problem 
hinzu, dafi die einzelnen Komponenten der Zellextrakte oder 
Enzymgemische, je nachdem, ob es sich urn losliche Enzyme, 
fibrillare Strukturproteine, membranassoziierte Enzymkomplexe 
oder Nukleoproteine handelt, unterschiedliche Anf orderungen an 
das Stabilisierungsmedium und die Lagerbedingungen stellen. In 
den meisten Fallen lassen sich die verschiedenen Anf orderungen 
nicht miteinander vereinbaren. Deshalb werden kommerzielle 
Reaktionssysteme fur die in-vitro Translation, Transkription, 
PCR oder DNS-Sequenzierung in Form von Kits angeboten, in denen 
die Komponenten einzeln bereitgestell t werden. Wie das folgende 
Beispiel eines Reaktionsgemisches fur die in-vitro Translation 
zeigt, rniissen die verschiedenen Komponenten des Kits getrennt 
bei unterschiedlichen Bedingungen, gelagert werden. 



Komponenten des 
Re ak t i ons garni s che s 


Konzentrat ions £ 
aktor 


Lagertemperatur 


1. Mastermix (HEPES-KOH, ATP, 
GTP, DTT, tRNS, Speridin, 
Kreatinphosphat) 


12 .5X 


-20°C 


2. Aminosaureinix (2.5 mM von 
jeder Aminosaure) 


SOX 


-20°C 


3 . Kreatinkinase 


2 5X 


4°C 


4 . RNase Inhibitor 




-20°C 


5. Zellextrakt/lysat 


3X 


-80°C 
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Azetat, Mg-Azetat, HEPES- 






KOH , DTT) 






6. Translat ionspuf f er { K- 
Acetat/Mg-Azetat) 


25X 


-20°C 



Dem Anwender obliegt es, jedesmal vor Versuchsbeginn den 
Reaktionsansatz aus den Einzelkomponenten zusammenzumischen . 
Dieser Arbei tsschrit t ist f ehleranf allig und lafit sich schwer 
automatisieren. Der Zeitaufwand potenziert sich mit der Anzahl 
der parallelen Reaktionen. Unter diesen Vorausetzungen nimmt 
die Versuchsvorbereitung oft mehr Zeit in Anspruch als die 
eigentliche Versuchsdurchf tihrung . 

Aufgrund der verschiedenen Temperaturanf orderungen (4°C, -20°C 
und -80°C) ist der technische Aufwand fur die Lagerung und 
Transport der Ausgangskomponenten entsprechend hoch. Die 
Versendung eines Kits fur die in-vitro Translation muE in 
Trockeneis erfolgen, urn ein Auftauen des Zellextraktes zu 
vermeiden. 

Die empf indlichste und zugleich wichtigste Komponente von in- 
vitro Translationsassays ist das Zellextrakt mit den 
makromolekularen Nukleoproteinkomplexen fur die ribosomale 
Proteinsynthese. Der komplexe biochemische Reaktionsablauf der 
RNS-gesteuerten Proteinsynthese erfordert die kooperative 
Wechselwirkung einer Vielzahl von Enzymen, Enzymkomplexen und 
Strukturproteinen mit unterschiedlicher Struktur und 
Stabilitat. Anders als in den Zellen, wo die makromolaren 
Proteinkomplexe des ribosomalen Translationsapparates uber die 
Interaktion mit den Filamenten des Zytoskellet tes stabilisiert 
werden, enthalten die zellfreien Extrakte und Lysate kein 
intaktes Zytoskellett mehr. Frei in Losung dissoziieren die 
makromolekularen Komplexe leicht und verlieren dadurch ihre 
Reaktionsf ahigkeit . 
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Bisher ist die einzig zuverlassige Methode fur die 
Konservierung von loslichen biologisch aktiven Zel lextrakten 
die Lagerung im tief gef rorenen Zustand bei -80°/-120°C. Damit 
sind eine Reihe von Problemen und Nachteilen verbunden . Beirn 
Einfrieren verlieren Zellextrakte bzw. Lysate aus Weizenkeimen , 
Retikulozyten oder Bakterienzellen einen Teil ihrere 
ursprunglichen enzymatischen Aktivitat, da durch die Bildung 
von Wasserkristallen viele Proteine irreversibel geschadigt 
werden. Mehrf aches Einfrieren und Auftauen fur nachfolgende 
Versuche fiihrt bei zellfreien Lysaten aus E . coli und 
Retikulozyten zum fast vollstandigen Verlust der 
Translationaktivitat . Bei Weizenkeimextrakten betragt der 
Aktivitatsverlust etwa 20-40% nach jedem Auftauen und 
Einfrieren. 

Die Instability von zellfreien Extrakten gegenuber 
wiederholtem Einfrieren und Auftauen zwingt den Anwender zu 
einem unwirtschaf tlichen Verbrauch. Um reproduzi erbare 
Versuchsergebnisse zu erzielen, darf jede Charge des 
translationsaktiven Zellextraktes nur einmal aufgetaut werden. 
Eine denkbare Alternative ware die Lagerung kompletter 
anwendungsf ertig zusammenges tellter Reaktionsgemische im 
tief gef rorenem Zustand bei -80°C. Tests mit Translationsassays 
auf der Basis von Weizenkeimextrakten zeigten, daS bereits ein 
einmaliges Einfrieren und einwochige Lagerung bei -80°C zu 
einem Verlust von 60% der Translationsaktivitat im Vergleich 
zur frisch angestzten Kontrollreaktion fiihrt. 

Konzentrierte zellfreie Proteinextrakte sind somit 
vernal tnismafcig lagers tabil bei Tief sttemperaturen, 

Reaktionsgemische mit entsprechend verdunnten Zellextrakten 
sind es nicht . Ein ent scheidender Faktor dafiir ist die hohe 
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Proteinkonzentration in unverdunnten Zellextrakten , die 
stabilisierend wirkt. 

Ahnlich verhalt sich die Stabili tatsproblemat ik bei 
Reaktionsgemischen fur die PCR, in-vitro Transkription und DNS- 
Sequenzierung. Das Einfrieren selbst in konzentr ierten wa£rigen 
Losungen deaktiviert DNS- und RNS-Polymerasen vollstandig, so 
daft diese nur in Gegenwart hochkonzentrierter Kryoprotektoren 
lagerstabil bei -20°C sind. Das ublicherweise als 

Kryoprotektor verwendete Glycerin (50%) und andere (DMSO, 
Polyethylenglycol) beeintracht igen in hohen Konzentrationen die 
PCR (Primer-Annealing) und in-vitro Transkription (Crowe, L. M. 
and J. H . Crowe, Dev. Biol. Stand. 74, 285-294)). Bei 
Glycerinkonzentrationen <50% sinkt die Lagerstabili tat der 
Enzyme bei -20°C. 

Seit dem Erscheinen der ersten Verof f entlichungen die 
Preparation zellfreier Extrakte fur die in-vitro Translation 
Mitte der 70-iger Jahre hat sich wenig an der Methode zur 
Herstellung und stabilen Lagerung geandert. Eine Alternative 
zum -beschriebenen Stand der Technik ware die Lagers tabilmachung 
durch Gef riertrocknung : Diese Methode wurde erfolgreich zur 
Stabilisierung von Liposomen und Membranf raktionen , 
Einzelenzympraparaten oder von Teilreaktionsgemischen ohne 
Enzymkomponente angewendet, wobei spezielle Zucker oder Polyole 
in Kombination mit bivalenten Metallionen oder Tensiden die 
Denaturierung der Biomolekule durch Wasserverlus t verhinderten 
bzw. einschrankten . 



Als besonders geeignet fur die Lagerstabilmachung von 
Enzympraparaten erwies sich der Zucker Trehalose in Kombination 
mit bekannten Kryoprotektoren wie PEG oder DMSO (19,9,10). 
Dieser Zucker ist ein natiirliches Stof fwechselprodukt vieler 
Pflanzen, Insekten und. Mikroorganismen , das unter bestimmten 
Stressbedingungen (Hi tzeschock , Dehydrierung , radioaktive 
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Strahlung) intrazellular angereichert wird und das Oberleben 
dieser Organismen sichert. 

Das der vorliegenden Erfindung zugrunde liegende technische 
Problem ist die Bereitstellung eines Herstellungsverf ahrens , 
das die Nachteile des Standes der Technik bezuglich der 
Reaktionsf cLhigkeit , Lagerstabili tat , des Transportes sowie der 
anwendungsf ertigen Aufbereitung von komplexen multi- 
enzymatischen Reaktionsgemischen fur die Durchfiihrung 
biochemischer Reaktionsablauf e vermeidet. Insbesondere soil das 
Verfahren zu Produkten fiihren, bei denen auf eine Tiefktthlung 
der zu lagernden und zu transportierenden Reaktionsgemische 
verzichtet werden kann, sowie durch die Bereitstellung 
anwendungsf ertiger, d.h. mit alien Reaktionskomponenten 
versehenden, Reaktionsgemische den experiment ell en Aufwand fur 
den Anwender erheblich reduzieren und die Reproduzierbarkeit 
erhohen . 

Die Aufgabe wird erf indungsgemaK durch die Anspruche 1 und 9 
gelost. Die Unteranspruche betreffen spezielle 

Ausf iihrungsf ormen . 

Das erf indungsgema&e Verfahren ist gekennzeichnet dadurch, daS 
native oder artifizielle enzymatisch aktive Proteingemische mit 
den Reaktionskomponenten und einem Stabilisierungsmi ttel , 
welches einerseits die Reaktionsf ahigkeit des 

multienzymatischen Systems erhoht und welches andererseits die 
instabilen Reaktionskomponenten vor dem Verlust ihrer 
biologischen Aktivitat bzw, ihrer biologisch aktiven Struktur 
wahrend der Lagerstabilmachung und Lagerung schiltzt, in 
waSriger Losung kombiniert werden. Aanschliefcend werden sie 
durch Gef riertrocknung in einen bei 0°-10°C lagers tabi len 
Zustand uberfiihrt, wobei die Menge des Stabilisierungsmi ttels , 
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die zur Erhohung der enzyma tischen Aktivitat des 
Reaktionsgemisches fuhrt, equivalent zu der Menge ist, die fur 
die Lagerstabilmachung des komplexen multienzymat ischen 
Reaktionsgemisches benotigt wird. 

Als native enzymatisch akive Proteingemische Zellextrakte , 
Zellysate oder Fraktionen aus diesen eingesetzt. 

Als artif izielle enzymatisch aktive Proteingemische wird eine 
^Combination aus vorgereinigten Einzelenzymen , Cofaktoren und 
gegegenfalls Strukturproteinen eingesetzt, die gegebenenf alls 
verschiedener Herkunft sind. 

Reaktionskomponenten gemS.fi der Erfindung sind enzymatische und 
nichtenzymatische Kofaktoren, Enzymsubs trate, Nukleotide und 
Nukleoside oder deren Oligomere, Proteiene, Preptide, 
Thiolverbindungen, RNS, DNS und gegebenfalls Derivate jeder der 
obigen Substanzen einzeln oder in Korabination. 

Als - Stabilisierungsmittel wird vorzugsweise ein Zucker 
verwendet, der bei einer Konzentration von 8-12% {M/Vol) in 
waSriger Losung im anwendungsf ertigen Reakt ionsgemisch optimale 
Bedingungen fur die Stabilisierung der labilen 
Reaktionskomponenten erzeugt und auSerdem die maximale 
spezifische Produktausbeu te der multienzymat ischen 

Reaktionsgeische wahrend der Synthese gewahrleis tet , 
vorzugsweise handelt es sich urn Trehalose. 



Gegebenenfalls wird eine Vakuumtrocknung der multienzymat ischen 
Reaktionsgemische bei Raumtemperatur in einer handelsublichen 
Lyophilisationsanlage in einer Zeitspanne von 3-4 Stunden 
durchgefiihrt , wobei die Reaktionsgemische gegebenenfalls 
unmittelbar vor der Vakuumtrocknung in flussigem Stickstoff 
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Oder gegebenfalls in einem Trockeneis /Alkoholbad eingefroren 
werden . 



Das erf indungsgemafie Verfahren betrifft bevorzugt 

mul tienzymatische Reaktionsgemische fiir die in~vitro 
Translation in Weizenkeimextrakten und PGR. 50ul- 
Reaktionsgemische wurden nach dem erf indungsgemaSen Vefahren 
{ Ausfiihrungsbeispiel 1) angesetzt und gef riergetrocknet . Nach 
verschiedenen Lagerfristen wurden die getrockneten 
Reaktionsgemische in Wasser unter Zugabe der entsprechenden 
mRNA und gegebenfalls einer radioaktiv markierten Aminosaure 
rekonstituiert . Die Reaktionsf ahigkeit der so behandelten und 
gelagerten Reaktionsgemische wurde mittels Translation 
verschiedener mRNS nachgewiesen : Dehydof olatreduktase (DHFR, 
17.5 kD) und Obelin (20 kD) . Der quantitative Nachweis des 
Translat ionsproduktes erfolgte xiber die Messung des TCA- 
gefallten radioaktiv markierten Proteins aus 5ul des 
Reaktionsansatzes , oder durch Bestimiming der enzymatischen 
Aktivitat der DHFR in 10 ul des Reaktionsansatzes nach 2 
Stunden Inkubation bei 2 5°C. Der qualitative Nachweis des 
Translationsproduktes erfolgte mittels Gelelektrophorese im 
SDS-PAG und anschlie£ender Radioautographie . Die 

Translationsausbeute in den rekonsti tuierten 

gef riergetrockneten Reaktionsgemischen wurde mit jeweils mit 
der Produktausbeute in unbehandelten Reaktionsansatzen mit und 
ohne Trehalose verglichen, urn die Effektivitat der 
Lagerstabilmachung zu bestimmen. Die Translationaktivi tat der 
rekonsti tuierten Reaktionsgemische nach 1-3 Monate Lagerung bei 
4°C schwankte zwischen 92-100°C im Vergleich zur Aktivitat in 
den den unbehandelten Kontrollreaktion mit 10% Trehalose (Abb. 
6) . 
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Die Reaktionsffihigkeit rekons t i tuierter gef riergetrocknet er 
PCR-Reaktionsgemische mit einem artif iziellen Enzymgemisch 
wurde in einem RAPD-PCR-Assay uberpruft. Das artif izielie 
Enzymgemisch fur die PCR bestand aus der Taq-DNS-Polymerase , 
der Deep-Vent®-DNS-Polymerase und der inorganischen Tth- 
Pyrophosphatase im Mischungsverhal tnis 10:1:0,2 (Einheiten) . 

Das erf indungsgema£e Verfahren ermoglicht so die 
anwendungsf ertige Aufbereitung von nativen und artif iziellen 
enzymatisch aktiven Proteingemischen mit Reaktionspuf f ern , 
Kofaktoren und Substraten in dem : 

• den Reaktionsgemischen in waEriger Losung ein 
Stabilisierungsmittel zugefuhrt wird, welches einerseits die 
Reaktionsf ahigkeit des mult ienzyroatischen Systems verbessert 
und andererseits die labilen Reaktionskomponenten vor dem 
Verlust ihrer Aktivitat bzw. ihr biologisch aktiven Struktur 
wahrend der Lagers tabilmachung schutzt, 

• diese nach Einfrieren in flussigem Stickstoff 
vakuumgetrocknet werden, 

• ggf . eine Uberschichtung mit inertem Gas erfolgt. 

Die so erhaltenen lagerstabilen Reaktionsgemische werden 
erf indungsgemaK nach Rekonst ituierung in Wasser (Milli-Q- 
Qualitat) durch Zuftthrung von anwenderspezif ischen 
Schlusselkornponenten je nach gewunschter enzymatischer Reaktion 
fur die Synthese, Modifikation oder Ananlyse von Proteinen, 
Polypetiden oder Nukleinsauren verwendet . 

Die erf indungsgemaft hergestel 1 ten Reaktionsgemische haben den 
Vorteil, daft sie bei 0°-10°c stabil gelagert und transportiert 
werden konnen. Dadurch entfallt der technisch hone Aufwand fur 
Anschaffung und Unterhaltung einer Tief kuhlanlage , wie sie nach 
herkommlichen Stand der Technik notwendig ist. Ein zweiter 
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Vorteil besteht darin, da& die Reakt ionsgemische 
anwendungsf ertig mit alien notwendigen Komponenten aufbereitet 
sind, so daft der Anwender die gewiinschte Reaktion nur durch die 
Zugabe einer, oder maximal zweier Schlusselkomponenten starten 
kann. Das hebt die Nachteile des Standes der Technik auf 
bezuglich : 

• der simultanen Durchfiihrung einer grofcen Zahl von 
Parallelversuchen { Epitopkar t ierung) , 

• der Reproduzierbartkei t von parallelen und 
auf einanderf olgenden Enzymreaktionen 

■ des minimalen Zeitauf wandes fiir die Versuchsvorberei tung , 

• der Fehleranfalligkeit des Vorbereitens komplexer 
Reakt ionsgemische 

• der Automatisierung komplexer biochemischer Reaktionsablauf e 
im analytischen Ma£stab. 

Die vorliegende Erfindung basiert auf der Entdeckung, da£ 
Trehalose neben seiner bekannten Schutzwirkung bei Dehydrierung 
die spezifische Produktausbeute in der in-vitro Translation mit 
Weizemkeimextrakten und PCR erhoht . In unbehandel ten, d.h. 
frisch angesetzten, Translationsreaktionen steigt die 
spezifische Produktausbeute ( synthet isiertes Protein pro 
eingesetzte mRNA) im Vergleich zu Reaktionsansatzen ohne 
Trehalose in Abhangigkeit von der Trehalosekonzentration . Die 
maximale Produkausbeute wird bei 10% w/v erzielt (Abb. 1) . 

Der 'Enhancer ' -Effekt der Trehalose in waEriger Losung konnte 
fiir eine Reihe von Modellproteinen und verschiedenen 
Weizenkeimextrakten validiert werden (Abb. 2a und 2b) , so da£ 
es sich um ein produktunabhangiges universielles Phanomen 
handel t . 
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Die neu entdeckte Wirkung ist eine unikale Eigenschaft der 
Trehalose. Alle anderen untersuchten Hilfsstoffe, die nach dem 
Stand der Technik ebenso wie Trehalose als effektive 
Kryoprotktoren bzw. Stabilisatoren fur die Vakuumtrockung 
verwendet werden, inhibieren die in-vitro Translation im 
Konzentrationsbereich, der fur die Lagerstabilmachung notwendig 
ist (Abb. 3) . 

Es stellte sich auSerdem heraus ( dag die optimale 
Trehalosekonzentration fur die Lagerstabilmachung durch Ge- 
f riertrockung dem Konzentrat ionsoptimum in der 

Translationsreaktion in wafcriger Losung entspricht 
(Abb. 4) . 

Auch in PCR-Anwendungen wurde ein 1 Enhancer ' -Effekt der 
Trehalose entdeckt. Ahnlich wie bei der in. vitro Translation 
erhoht sich die Ausbeute des (der) spezifischen Amplifikate mit 
steigender Trehalosekonzentration, wahrend die Amplif ikat ion 
unspezif ischer DNS-Fragmente unterdruckt wird (Abb. 5a/5b) . 

Besonders drastisch ist der Trehalose-Ef f ekt in waftriger Losung 
bei der Amplif ikation von DNS-Fragmenten > lOkb in Tris-HCl- 
Reaktionspuf f ern, wo ohne Trehalose kein spezifisches Produkt 
amplif iziert wird (Abb. 5c) . 

Demnach unterscheidet sich die vorliegende Erfindung vom Stand 
der Technik zur Verwendung von Trehalose als Stabilisator in 
zwei wesentlichen Punkten. Erstens, konnen mit dem 
erf indungsgemaGen Verfahren iiberraschend komplette, 

multienzymatische und anwendungsf ertige Reakt ionsgemische mit 
meheren labilen Proteinkornponenten und nicht Einzelenzyme bzw. 
Teilreaktionsgemische ohne Enzym lagerstabil und ohne 
Aktivitatsverlust hergestellt werden. Zweitens, sind unter 
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Anwendung des neu entdeckten ' Enhancer ' -Effektes der Trehalose 
die Bedingungen in erf indungsgemafcen Verfahren so optimiert, 
date Trehalose als einziger Hilfsstoff eine ausreichende 
(Langzeit-) Lagers tabili tat gewahrleistet und gleichzeitig die 
Aktivitat der rekons t i tuierten multienzymatischen 

Reaktionsgmische erhoht . Im Ergebnis der Anwendung des 
erf indungsgemafcen Verfahrens ist die Reaktionsf ahigkei t 
rekons ti tuierter Reaktionsgemische h6her als bei bei 
unbehandel ten, 'frischen' Reaktionsansat zen ohne Stabilisator . 
Drittens, die lyophilisierten Reaktionsgemische sind im 
Gegensatz zu bekannten Verfahren nur im Temperaturbereich 
zwischen 0°-10°C lagerstabil fur mindestens 6 Monate ohne 
Aktivi tatsverlust . Eine Lagerung bei Temperaturen >15°C und 
<0°C fiihrt zum vollstandigen Aktivitatsverluas t innerhalb 1 
Monats . 

Die Erfindung soil nachstehend an zwei Beispielen erlautert 
werden . 

1. Aus fuhrungsbei spiel: 

Herstellung eines lagerstabilen trans 1 at ions aktiven 

Reaktionsgemisches auf der Basis von Weizenkeiraextrakt unter 
Verwendung das Stabilisators Trehalose 

a) Herstellung des anwendung sf ertigen Reaktionsgemisches aus 
den Einzelkompoaenten 

Das Reaktionsgemisch wird auf Eis (0°-4°C) in einem sterilen 
2 . Oml-Mikrozentrif ugengef a£ ( Schraubdeckel mit Gummidichtung 
und f lacher Boden sind wichtig ! ) aus folgenden 
Einzelkomponenten zusammenpipe ttiert : 
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Reih 


Kciqpooanten und Zusainnansetzuiig 


Volumina 


en- 






folg 






e 






1. 


MilliQ-H a O 


13 ul 


2. 


Aminosauremix (2.5 mM von jeder 
der 20 Aminosauren) 


2 \il 


3. 


Mastennix (312 mM HEPES-KOH pH 
7.6, 12.5mM ATP, 1.25mM GTP, lOOmM 
Kreatinphosphat , 625pg/ml yeast 
tRNA, 3.12 5mM Spermidin, 2 5mM DTT) 


4 pi 


4. 


Kreatinphosphokinase 1.4 nig /ml 


2 Ul 


5. 


1M Kalium-Acetat 


2pl 


6. 


25mM Mg-Acetat 


lpl 


7. 


50% Trehalose 


10 pi 


8. 


Weizenkeimextrakt (90-100 OD J6n > 


16 pi 



Die Komponenten im ReaktionsgefS.fi vorsichtig durchmischen 
(nicht vortexen) . Das Volumen des f ertigen Reaktionsansatzes 
vor der Lagerstabilmachung betragt 50 ul . Fur 25- oder lOOpl- 
Ansatze mussen die Volumina der Einzelkomponenten porportional 
geandert werden. 



b) Lagerstabilmachung der Translationsgemische durch 
Gef riertrocknung (Lyophllisation) 

Die offenen 2.0 ml Reaktionsgef &£e mit den 
Translationsgemischen werden unmittelbar nach der Durchmischung 
in flussigen Stickstoff schockgef roren {-120°C) und fur 5 
Minuten im flussigen Stickststoff inkubiert. Danach werden die 
gefrorenen Reaktionsgemische so schnell wie m6glich in eine 
Lyophilisationskammer uberfuhrt, die an eine handelsublicbe 
Vakuum-Olpumpe angeschlossen ist. Die Vakuumpumpe muS bereits 
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30-60 Minuten Vorlauf haben , damit sofort nach Offnen des 
Ventils ein starkes Vakuum im der Lyophi 1 isat ionskammer 
aufgebaut wird. Im Labor der Erfinder wurde eine 
Lyophilisat ionsanlage von Keto-Lab benutzt. Die 

Reaktionsgemische werden 3-4 Stunden bei Raumtemperatur (20- 
30°C) lyophilisiert . Nach Beendigung der Lyophil isation wird 
die Vakuumkammer vorsichtig mit der Umgebungsluf t oder 
gegebenenf alls mit einem inerten Gas belilftet. Der Lufteinla£ 
ist mit einem Sterilfilter zu versehen, um eine mikrobielle 
Kontamination der lyophilisierten Reaktionsgemische zu 
verhindern. Danach werden die Reaktionsgef aSe unter sterilen 
Bedingungen luftdicht mit den Schraubdeckeln verschlossen und 
zusatzlich mit Parafilm versiegelt. Gegebenfalls konnen als 
Gefafce fur die Gef riertrocknung auch Glasampullen verwendet 
werden, die dann entsprechend zugeschmolzen werden. 
In diesem Zustand werden die lyophilisierten Reaktionsgemische 
lichtgeschiitz t im Kiihlschrank bei 0-4°C gelagert . 

c) Rekonstituierung und in-vitro Translation 

Die lyophilisierten Reaktionsgemische werden auf Eis gestellt 
und in 48 ul Milli-Q-H,0 aufgelost. Die getrockneten Riickstande 
ldsen sich sofort in Wasser auf. Danach erfolgt die Zufgabe von 
2 ul mRNS-Losung ( 0 . 5-2ug/ul ) . Durch vorsichtiges Auf- und 
Abpipettieren wird der Reaktionsansatz durchmischt . Der 
rekonstituierte Reaktionsansatz wird fiir die in-vitro 
Translation fiir 2-3 Stunden bei 25°C inkubiert. Im Falle einer 
radioaktiven Markierung des Translationproduktes mit L- ["C] - 
Leucin (oder M S-Methionin ) erfolgt di Rekonstituierung in 44ul 
Milli-Q-H.0, 2 ul mRNA und 4ul Leucin-L5sung . Nach der 
angebenen Inkubat ionszei t wird die Menge des 

Translationproduktes in 5 bzw. lOul des Reakt ionsansatzes 
bestimmt. Die Bestimmung erfolgt entweder enzymatisch (DHFR- 
Enzymaktivitat ) oder uber die Messung der sauref allbaren 
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Readioaktivitat (in cpm) im Scinci llationsmeftgerat nach 
Standardprozeduren . 



2. Ausf tthrungsbei spiel : 

Herstellung eines lagerstabilen Reaktionsgemisches fur Long- 
Range una RAPD-PCR auf der Basis eines Enzynnnixes aua Taq-DNA- 
Polymerase, Pfu-DNA« Polymerase und inorganischer 

Pyrophosphatase von Theximis thermophilus 



a) Herstellung dee anwendungsf ertigen Reaktionsgemisches aus 
den Einzelkomponenten 

Das Reaktionsgemisch wird auf Eis (0°-4°C) in einem sterilen 
0.5 ml-passend fur den entsprechenden Thermocycler ) aus 
folgenden Einzelkomponenten zusammenpipet tiert : 



Reih 
en- 
folg 
e 


Konponenten und Zusamnensetzung 


Volumina 


1. 


MilliQ-H 3 0 


30 ul 


2. 


10X Reaktionspuf fer (50 0mM 

Tricine-KOH pH 9.2, 16 0mJM 
(NH 4 ) ? S0 4 , 0.1% Tween 20) 


5ul 


3. 


50X dNTP-Mix (12.5mM dATP , dGTP, 
dCTP, dTTP) 


1 Ml 


4. 


50 mM MgCl, 


1.5 ul 


5. 


Forward Primer (10 pmol/ul) 


lul 


6. 


Reverse Primer (10 pmol/ul) 


lul 


7. 


50% Trehalose 


10 ul 


e. 


Gelatine (20mg/ml) 


0.5 pi 



Die Komponenten im Reaktionsgef aS durchmischen und 
abzentrif ugieren. Das Volumen des fertigen Reaktionsansatzes 
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vor der Lagers tabilmachung betragt 50 pi. Die 
Schlusselkomponente fur den Start der PCR ist die entsprechende 
Template-DNS , Fur 25- oder 1 OOpl -Ansatze mussen die Volumina 
der Einzelkomponenten porportional geandert werden. 

b) Lager stabilmac hung der PCR-Gemische durch Gef riertrocknung 
( Ly ophi 1 i s at ion ) 

Entsprechend Ausf iihrungsbeispiel lb) . 



c) Rekonstituierung und PCR 

Die lyophilisierten Reaktionsgeinische werden auf Eis gestellt 
und in 48 pi Milli-Q-H,0 aufgelost. Die getrockneten Riickstande 
losen sich sofort in Wasser auf. Danach erfolgt die Zufgabe von 
2 ul Template-DNS-L6sung (5-50ng/pl) . Durch vorsichtiges Auf- 
und Abpipettieren wird der Reakt ionsansatz durchinischt . Der 
rekonst ituierte Reaktionsansat2 wird direkt vom Eisbad auf ein 
vorgeheizten Thermocycler (94°C) iiberf iihrt . Es folgt ein 2-4 
minutiger Denaturierungschritt , dann wird je nach Anwendung 
eines der beiden PCR -Programme gestartet: 

RAPD-PCR: 94°C 20 sek. Long-Range PCR: 94 °C 

10 Sek. 

37°C 30 Sek. 65°C 20 Sek. 

72°C 60 Sek. 68°C 10 Min. 

3 5 Zyklen 25 Zyklen 

l.Jeweils lOpl des Reaktionsgemisches werden nach Beendigung 
des Programmes auf 0.8% TAE-Agarosegel aufgetragen und 
elektrophoretisch analysiert. 
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Legende zu den Abbildungen 

Abbildomg l. DHFR-Syntheseausbeute in unbehandelten 
Reaktionsgemischen bei verschiedenen Trehalosekonzentrationen 
zum Zeitpunkt der maximalen Produktakkxunulation (2 h), getestet 
mit mit verschiedenen Weizenkeimextrakten. 

a)Auf der Basis von hochaktivem Weizenkeimextrakt (Lysat SL, 
weitee Balken} und zellfreiem Extrakt aus weniger aktiven 
Weizenkeimen {Lysat JB, schwarze Balken) wurden 2 Serien von 
DHFR-Translationsreaktionen (50ul, 2ug DHFR-mRNA) angesetzt 
mit steigenden Trehalosekonzentrationen. Nach 2 Stunden 
Synthesedauer der in-vitro Translation bei 25°C wurde die 
maximale Produktkonzentration im Reaktionansatz erreicht 
(siehe Translationkinetiken in Abb. 6a) . Die Produktausbeute 
(DHFR-Aktivitat) steigt mit wachsender Trehalosekonzentration 
und erreicht bei 10% (M/Vol) sein Maximum. FOr beide 
Weizenkeimextrakte liegt die optimale Trehalosekonzentration 
bei 10% trotz verschiedener Translationsakitivitat . Beim 
schwacher aktiven Lysat fallt eine Verschiebung der 
Korizentrationsabhangigkeit zugunsten hoherer 

Trehalosekonzentrationen (12,5% und 15%) auf. 
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Abbildung 2a. * Enhancer ' -Effekt der Trehalose bei der in-v±tro 
Translation verschiedener mRNA's in unbehandelten 
Reakt ions gemi s chen . 

Bestimmung der Produktausbeute (sauref allbare Radioaktivitat ) 
in 50ul-Translationsreaktionen mit 3 ausgewahlten mRNA's rait 
und ohne Trehalosezusatz . Zur radioaktiven Markierung des 
Translationsproduktes wurden pro Reaktion jeweils lul V'S] - 
Methionin (15 pmol = 349.440 cpm) eingesetzt. Zu Messung des 
saurefallbaren markierten Translat ionproduktes wurden nach 2 
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Stunden dem Reaktionsgemisch 2pl entnommen. Folgende 
Modellproteine wurden untersucht: 

- humanes Calcitonin (120 bp, 0.25ug), 

- Obeiin (700 bp, 0.25ug), 

- E.coli DHFR {500 bp, 0.25yg). 

Die Trans lationsreaktionen mit ["s] -Methionin-Markierung wurden 
bei einer unterkri tischen RNA-Konzentration durchgegiihrt . Bei 
hohreren RNA-Konzentrationen erreichte die Synthese bereits 
nach 15 Minuten Inkubation ihren Sattigungspunkt aufgrund der 
limitierenden Methioninkonzentration im Reaktionsansatz . 



Abb il dung 2b. Demonstration des positiven Trehaloseef f ektes in 
unbehandelten radioaktiven Translationsassays mit [ l, C] -Leucin- 
Markierung verschiedener Modellproteine. 

Vergleich der Produktausbeute ( sauref allbare Radioaktivi tat ) in 
SOpl-Translationsreaktionen mit und ohne Trehalose. Zur 
radioaktiven Markierung des Translationsproduktes wurden pro 
Reaktion jeweils 4ul [ u C]~Leucin {624 pmol = 349.440 cpm) 
eingesetzt. Zu Messung des sauref allbaren markierten 
Translationproduktes wurden nach 3 Stunden dem Reaktionsgemisch 
5ul entnommen. Folgende Modellproteine wurden verglichen: 
humaner Elongationsf aktor 2 {hEF 2, 300 bp, 2 . Oug RNA) , ein 
Oligomerkons trukt des antibakteriellen Peptids Cecropin A 
(Cecropin A-7-mer, 2 . 5ug RNA), Obeiin (700 bp, 2 . Oug RNA), 
E.coli DHFR (500 bp, 1 . 5ug RNA). 



Abbildung 3. Vergleich der Wirkung bekannter Stabilisatoren auf 
die DHFR in- vitro Translation in unbehandelten und 
rekonstituierten gef riergetrockneten Reaktionsgemiechen. 

Zwei Serien von DHFR-Translationsreaktionen wurden unter 
Standardbedingungen (50ul, 2ug DHFR-mRWA, 2 h, 2 5°C) 
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durchgefUhrt mit jeweils 10% m/vol Enkonzentration der 
ausgewahlten Zucker . Die erste Serie (weiSe Balken) von 
Translationsreaktionen ' bestand aus unbehandel ten 

Reaktionsgemischen, die unmittelbar vor dem Start der in-vitro 
Synthese aus den Einzelkomponenten zusammengemixt wurden . Fur 
die zweite Versuchsserie (schwarze Balken) wurden komplette 
Reaktionsgemische hergestellt, die zunachst gef riergetrocknet 
wurden und dann fur die Synthese in 48ul Bidest Wasser 
rekonstituiert wurden. Zur Kontrolie fur den Vergleich der 
Trans lationsausbeuten (DHFR-Aktivitat ) wurde eine DHFR- 
Translationsreaktion in einem Standardreaktionsgemisch ohne 
Zuckerzusatz durchgef uhrt . Die DHFR-Aktivitat wurde aus jeweils 
lOul eines Reaktionssarisatzes bestiinmt. 



Abbildung 4. Vergleich der DHFR-Syntheseauabeute in 
rekonatituierten Translationsreaktionsgeraischen xnit 

verschiedene Trehalosekonzentrationen. Bestixnmung der 

optimalen Trehaloaekonzentration fur die Lagerstabilmachung. 

Nach 3 Stunden Synthesedauer bei 2 5°C wurde die maximale Menge 
des saurefallbaren radioaktiv-markierten Translationsproduktes 
erreicht (siehe Translationkinetiken in Abb. 3). Wie bei dem 
vorangegangenen Experiment konnte die hochste Produktausbeute 
bei 10% (M/Vol) Trehalose erreicht. Eine hohere Konzentration 
(15%) inhibiert die Translation. Die Reduktion der 

Translationsausbeute bei Trehalosekonzentrationen <10% im 
Vergleich 2ur Kontrollreaktion (unbehandel tes 

Translationsgemisch ohne Trehalose, nicht gef riergetrocknet ) 
ist eher auf die ungenugende Stabilisierung des 
translationsaktiven Weizenkeimlysats wahrend der 

Gef riertrocknung zuriickzuf Uhren . 
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Abbildung 5a: EinfluB der Trehalose auf die Performance von 
RAPD-PCR-Assays 

RAPD-PCR mit einem 10-mer Zuf allsprimer und Insekten-DNA in 
unbehandelten Reaktionsgemischen mit verschiednen 

Trehalosekonzentrationen. Die RAPD pcr wurde unter 
Standardbedingungen mit 250 ng genomischer DNA aus Aeshna cynea 
durchgefuhrt. Die Zugabe von Trehalose reduziert den 
unspezif ischen Hintergrund, erzeugt durch Falschamplif ikate, 
und verstarkt nit zunehmender Konzentration die Amplifikaion 
der langeren polymorphen DNA-Fragmente (> 2kb) . 

Spur 1: RAPD-PCR im Standard-PCR-Puf f er [50mM Tris-HCl (pH 8.3 
at 25"C)-50mM KC1-0.1% Triton 100], 

Spur 2: RAPD-PCR im Tris— PCR-Puf f er II [50mM Tris-HCl (pH 8.8 
at 25*C)-16mM (NH4 ) 2SO4-O . 01% Tween 20]. 

Spur 3-5: RAPD-PCR in Tris-PCR-Puf f er II angereichert mit 2.5%, 
5%, und 10% v/w Trehalose. 
Spur 6: DNA 1 Kb Ladder. 



Abbildung 5b: Trehaloseef fekt in unbehandelten PCR- 
Reaktionsgemischen 

Amplification eines 98 bp Fragmentes aus dem Cyctischen 
Fibrosisgene unter Standardbedingungen. Die Zugabe von 
Trehalose in unbehandelte Reaktionsansatze reduziert 
konzentrationsabhangig den unspezif ischen Hintergrund (falsche 
Amplifikate bis 2kb). 
Spur 1: DNA 1 Kb Ladder. 

Spur 2: PCR im Standardreaktionsgmisch ohne Trehalose. 
Spur 3; PCR in der Gegenwart von 5% Trehalose, 
Spur 4: PCR in der Gegenwart von 10% Trehalose. 

Abbildung 5c: Effekt der Trehalose auf die Long-Range-PCR in 
Tris-HCl -Reakt ionspuf f em - 

Long Range-PCR von einem 20 kb lDNA-Fragment in unbehandelten 
Reaktionsgemsichen mit verschiedenen Tris-HCl Reaktionspuf f em 
mit und ohne Trehalose unter Verwendung eines artif iziellen 
Enzymgeraisches (Taq-DNA-Polymerase , Pfu-DNA-Polymerase , inorg. 
Pyrophosphatase). Die Zugabe von 10% w/v Trehalose ist 
notwendige und hinreichende Bedingung fQr die Amplif izierung 
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des spezifischen DNA-Fragmentes unter den beschriebenen 
Bedingungen. 

Spur 1: LR-PCR im Standard-PCR-Puf f er ( Tris-HCl/KCl /Triton X100 
pH 8.3). 

Spur 2: LR-PCR in Tris-HCl/f NH 4 ) 2S0 4 /Tween 20 (pH 8.8). 

Spuren 3-5; LR-PCR in kommerziellen Tris-HCl-Reaktions- 
puffern. 

Spur 6: High molecular weight DNA-Marker 9-48 kb (GIBCO BRL) . 
Spuren 7-12; Die gleichen ReaktionsansStze wie in Spur 1-5, 
aber mit 10% Trehalose. 
Spur 12; DNA 1Kb Ladder (GIBCO BRL). 

Abbildung 6. Versuche zur Langzeitstabilitat von 
gef riergetrockneten Translationsassays . 

50/il-Translationsreaktionsgemische, komplett mit alien 
Komponenten bis auf die DHFR-mRKA wurden nach den bekannten 
Bedingungen gef riergetrocknet und lichtgeschut2t bei zwei 
verschiedenen Temperaturen gelagert. Nach verschiedenen 
Zeitabstanden wurden Translationsreaktionen unter den 
Standardbedingungen durchgefuhrt (50/U, 2/ig DHFR-mRNA, 2 h, 
25 'c) und die DHFR-Aktivitat bestimrat. Fur die 
Translationreaktionen wurde immer die gleiche mRNA- Preparation 
verwendet, um ausschlieBlich die Abhangigkeit der 

Translationsaktivitat der lyophilisierten Reaktiongemische von 
der Lagertemperatur und Zeit zu bestimmen. 
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Patentanspruche : 



1. Verfahren zur Herstellung komplexer multienzymatischer 
lagerstabiler Reaktionsgemische dadurch gekennzeichnet , daB 
native oder artifizielle enzymatisch aktive Proteingeraische mit 
Reaktionskoinponenten und einem Stabilisierungsmittel , welches 
einerseits die Reaktionsf ahigkeit des multienzymatischen 
Systems erhdht und welches andererseits instabile 
Reaktionskoinponenten vor dem Verlust ihrer biologischen 
Aktivitat bzw. ihrer biologisch aktiven Struktur wahrend der 
Lager stabilma chung und Lagerung schiltzt, in waBriger Losung 
kombiniert werden und anschlieBend durch Gef riertrocknung in 
einen bei 0"-10*C lagerstabilen Zustand iiberfuhrt werden, wobei 
die Menge des Stabilisierungsmittels , die zur Erhohung der 
enzymatischen Aktivitat des Reaktionsgemisches fiihrt, 
equivalent zu der Menge ist, die fur die Lagerstabilmachung des 
komplexen multi enzymatischen Reaktionsgemisches benfitigt wird. 

2. Verfahren nach Anspruch l, dadurch gekennzeichnet, daB man 
als native enzymatisch aktive Proteingemische Zellextrakte , 
Zellysate oder Fraktionen aus diesen einsetzt. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , daB man 
als artifizielle enzymatisch aktive Proteingemische eine 
Kombination aus vorgereinigten Einzelenzymen, Cofaktoren und 
gegebenenfalls Strukturproteinen einsetzt, die gegebenenfalls 
verschiedener Herkunft sind. 

4* Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, daB man als Reaktionskomponenten enzymatische 
und nichtenzyraatische Kofaktoren, Enzymsubstrate, Nukleotide 
und Nukleoside oder deren Oligomere, Proteine, Peptide, 
Thiolverbindungen, RNS, DNS und gegebenenfalls Derivate jeder 
der obigen Substanzen einzeln oder in Kombination einsetzt. 

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch 
gekennzeichnet, daB das Stabilisierungsmittel ein Zucker ist, 
mit einer Konzentration von 8-12% (M/Vol) in waBriger Losung 
ist. 
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6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafl der 
Zucker Trehalose ist. 

7. Verfahren nach einem der Anspriiche l bis 6, dadurch 
gekennzeichnet, dai3 eine Vakuumtrocknung der multienzymatischen 
Reaktionsgemische bei Raumtemperatur in einer handelsttblichen 
Lyophilisationsanlage in einer Zeitspanne von 3-4 Stunden 
durchgefuhrt wird . 

8. Verfahren Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, 
dafl die Reaktionsgemische unmittelbar vor der Vakuumtrocknung 
in flussigem Sticks toff oder gegebenenf alls in einem 
Trockeneis/Alkoholbad eingefroren werden. 

9. Verwendung der komplexen multienzymatischen lagerstabilen 
Reaktionsgemische nach einem der AnsprUche l bis 8 fur die 
Synthese, Modif izierung oder Analyse von Polypetiden oder 
Nukleinsauren nach Rekonstitution in Wasser, wobei jeweils eine 
oder mehrere spezifische Schliisselkomponenten hinzugegeben 
werden . 



10. Verwendung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dafi die 
Schlusselkoraponenten radioaktiv- bzw. nichtradioaktiv-markierte 
Aminosauren oder deren entsprechende aminoacylierten tRNS- 
Molekule, radioaktiv- bzw. nichtradioaktiv-markierte Nukleotide 
oder gegebenenf alls deren Derivate oder Oligomere, natiirliche 
oder artifizielle Boten-RNS, DNS verschiedenen Ursprungs oder 
Kombinationen aus den obigen Substanzen sind. 

11. Verwendung nach Anspruch 9 oder 10 fur die zellfreie 
ribosomale Proteinbiosynthese und gegebenenf alls fur die 
posttranslationale Modif ikation von Peptiden, Polypeptiden und 
Proteinen. 



12. Verwendung nach Anspruch 9 oder 10 fur die Replikation, 
reverse oder nichtreverse Transkription , gegebenenf alls nach 
Anreicherung oder Modf if zierung von Nukleinsauren in-v±tro. 
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